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(54) Title: PROCESS FOR COUPLING CARBOHYDRATES TO SUBSTRATES 
(54)Bezeichnung: VERFAHREN ZUM KOPPELN VON KOHLENHYDRATEN AN TRAGER 
(57) Abstract 

A process is prepared for coupling carbohydrates or compounds containing a carbohydrate unit to substrates, especially 
proteins In this process, use is made in the first stage of a carbohydrate having a free or hemiacetally bonded aldehyde group, or 
a compound whose carbohydrate unit has such an aldehyde group. This aldehyde group is reductively aminated. Via the amino 
group thus introduced into the carbohydrate or carbohydrate unit, an organic coupling component bearing a thiol group is 
bonded so as to form a carbohydrate-coupling component conjugate. The carbohydrate-coupling component conjugate thus 
formed is coupled in a second stage via the thiol group to a couplable substrate so that the conjugate is covalently bonded to the 
substrate via a disulphide group or a thioether bridge. The modified substrates of the invention to which a carbohydrate is cou- 
pled can be used for immunological purposes, in biochemical analysis and in patho-biochemistry. 

(57) Zusammenfassung 

Es wird ein Verfahren zum Koppeln von Kohlenhydraten oder Verbindungen, die eine Kohlenhydrateinheit enthalten an 
Tracer insbesondere Proteine, bereitgestellt. Bei diesem Verfahren wird in der ersten Stufe ein Kohlenhydrat, das uber erne freie 
Oder halbacetalisch gebundene Aldehydgruppe verfugt, oder eine Verbindung eingesetzt, deren Kohlenhydrateinheit eine derarti- 
ge Aldehydgruppe besitzt. Diese Aldehydgruppe wird reduktiv aminiert. Uber die dabei in das Kohlenhydrat oder die Kohlenhy- 
drateinheit eingefuhrte Aminogruppe wird ein eine Thiolgruppe tragendes organisches Kopplungsghed daran gebunden, wobei 
ein Kohlenhydrat-Kopplungsglied-Konjugat gebildet wird. Das so entstandene Kohlenhydrat-Kopp^ngsghed-Konjugat wird 
uber die Thiolgruppe in einer zweiten Stufe an einen Kopplungsfahigen Trager gekoppelt, so da& das Konjugat uber eine Disul- 
fidgmppe oder eine Thioetherbriicke kovalent an den Trager gebunden wird. Die erfindungsgemaR modifizierten Trager, an die 
ein Kohlenhydrat gekoppelt wurde, konnen fur immunologische Zwecke, in der biochemischen Analytik und in der Pathobioche- 
mie eingesetzt werden. 
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Verfahren zum Koppeln von Kohienhydraten an Tracer 



10 BESCHREIBUNG 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Roppein von Kohienhy- 
draten, die uber eine freie oder halbacetalisch eebundene 
Aldehydgruppe verfugen, an Trager, insbesondere Proteine. 

Haufig besteht der Wunsch danach, Kohlenhydrate oder Kohlen- 
15 hydratstrukturen an einen Trager koppeln zu konnen. Bei diesem 
Trager handelt es sich beispielsweise urn Proteine. 

Bei den bisher bekannten Verfahren sind die Ausbeuten jedoch 
gering. Zudem ist die Auftrennung der erhaltenen Komponenten 
haufig schwierig. Es besteht daher derzeit noch kein effizien- 
20 tes und einfach durchzuf uhrendes Verfahren zur Anbindung von 
Kohienhydraten oder von eine Kohlenhydrate inheit aufweisenden 
Verbindungen an Proteine und andere Trager. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, ein einf aches Kopp- 
lungsverfahren zur Anbindung von Kohienhydraten oder Kohlen- 
25 hydratstrukturen an Proteine und andere Trager bereitzu- 
stellen . 

Gelost wird diese Aufgabe durch die Lehre des Anspruchs 1. 

Beim erf indungsgeraafien Verfahrens setzt man somit ein Kohien- 
hydrat, das uber eine freie oder halbacetalisch gebundene 
30 Aldehydgruppe verfugt, oder eine Verbindung ein, die eine • 
Kohlenhydrateinheit mat einer derartigen Aldehydgruppe 
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Der Kern des erf indungsgemaflen Verfahrens besteht darin, dafl 
man diese Aldehydgruppe reduktiv aminiert und die dabei in das 
Kohlennydrat oder in die Kohlenhydrateinheit eingefiihrte 
Aminogruppe an ein eine Thiol-Gruppe rragendes, organisches 
5 Koppiungsglied binder, wobei ein Kohlenhydrat-Kopplungsglied- 
Konjugat gebildet. wird. Diese Umsetzung kann man in einem oder 
zwei Schritten durchfiihren. 

Bei der Umsetzung in zwei Schritten reduziert man im ersten 
Schritt die Carbonylgruppe zu einer -CH2 -NH2 -Gruppe ( reduktive 

10 Aminierung). Die reduktive Aminierung fiihrt man vorzugsweise 
in Anwesenheit einer Quelle fur Amaoniumionen durch, bei- 
spieisweise Ammonxumsalzen oder wassrigem Ammoniak. Als 
Ammoniumsalze setzt man dabei vorzugsweise solche ein, die 
ieicht sauer ( pH 4 - 7) reagieren, beispieisweise Ammonium- 

15 chlorid und -acetat. 

Bei der reduktiven Aminierung arbeitet man vorzugsweise im 
leicht sauren Milieu ( pH 4-7). 

Im AnschluB an die reduktive Aminierung amidiert man dann die 
so erhaltene -CH2 -NH2 -Gruppe unter Einfiihrung einer eine 
20 Thiol-Gruppe rragenden Gruppe der folgenden Formel : 

- CH2 - NH - C(0) - CH2 - Alki - ?h - Alk: - SH 

worin Alki und Alk* unabhangig voneinander fur eine direkte 
3indung oder fur eine gerade oder verzweigte Alkyien-Gruppe 
mit 1 bis 20 C-Atomen, insbesondere 1 bis 6 C-Atomen und wei- 

25 rerhin insbesondere 1 bis 4 C-Atomen, stehen, wobei die Summe 
der C-Atome in den Alkylen-Gruppen < 20 ist und die Alkylen- 
Gruppen unabhangig voneinander durch Halogen und -NO2 mono- 
oder'poiysubstituiert sein kdnnen, Ph fur eine direkte Bindung 
oder em Phenylen-Gruppe stent, wobei die Phenylen-C-ruppe 

30 durch Halogen, -NO2 oder eine Ci-Cs Alkyi -Gruppe mono- oder 
polysubst i tuiert sein kann. 

Diese Amidierung kann man beispieisweise gemafi der von J. 
Carlson et al im Biochemical Journal 1978, 173, S- 723 - 737 
beschnebenen Arbeitsweise durchfuhren. Vorzugsweise setzt man 
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ciabei SPDP ( N-Succinimidyi-3- ( 2-pyridyldithio )propionat ) em. 
3ei Verwenciung von SPDP iiberfiihrt man die -CH2 -NH2 -Gruppe in 
eine CH2 -NH-C ( 0 ) -CH2 -CH2 -SH-Gruppe . Ersetzt man im SPDP- 
Molekui die -CH2 -CH2 -Einheit i die Formel von SPDP 1st in den 
Beispieien gezeigt) durch eine oben beschriebene 

- CH2 - Alki - Ph - Alk2 - Einheit, dann kann man mit dem so 
modif iiierten Molekiil die -CH2 -NH: -Gruppe in die anderen oben 
naher erlauterten, eine Thiol-Gruppe tragenden Gruppen der 
foigenden Formel 

- CH2 - NH - C(0) CH2 - Alki - Ph - Alk2 - SH 
iiberfiihren. 

Die mit Hilfe von SPDP durchgefiihrte Umsei2ung 1st im nachste- 
henden Reaktionsschema naher eriautert. 



yS\ CK 



- Nh7 - NaCNBH. 




' NH 



CR. OR , °*2 CR 

2-/3. Zeile von Schema 





\ 



R-.0 \( ]/ Wi ^ sr * 

i 

OR-, OR, 

Wie aus obigem Reaktionsschema ersichtlich 1st, setzt man bei 
der Amidierung auch em mildes Redukt ionsmi ttei , beispieis- 
weise Mercaptoethanol oder DTT ( Di thioerythr it ) , em, um die 
be: der Amidierung eingefiihrte Sulf hydrylgruppe in der redu- 
zierten Form zu erhalten bzv. zu halten. 

3ei den im oben gezeigten Reaktionsschema aufgefuhrten Resten 

bis R: kann es sich um beliebige Reste una um fur Kohlen- 
hvdrate bzv. Kohlenhydrate inheiten ubiiche Reste handein. 
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4 

3ei der oben beschriebenen. aus :we: Schri^ten besxehender. 
-Jmsetzung erhalt man ciann ein Kohienhydrat-Xoppiungsgiiec-Kon- 
: ugat. Das Kohienhydraz kann cann, vie weitsr unten naher 
erlauzert :s: , iiber das eir.gefiihrte Kopplungsglied an einer. 
5 Trager gebunden werden. 

Zin derartiges Kohienhydrat-Kopplungsgiied-Kon jugat kann man 
auch in einer emstufigen umsetzung erhalten. Dazu serzt man 
das Kohlenhydrat bzw. die ein Kohlenhydrat enthaltende Verbin- 
cung Eiu einer sowohl eine Thioi-Gruppe als auch eine Ammo- 
10 Gruppe tragenden, organischen, als Kopplungsglied fungierenden 
Verbindung unter reduktiver Aminierung der Aldehyd-Gruppe 
durch diese Aminogruppe um . Somit finder auch in diesem Fa.. 
eine reduktive Aminierung der Aldehyd-Gruppe des Kohienhycrats 
bzw. der Kohienhydrateinheit s:ati. Da die Aminogruppe jecoch 
15 an eine organische Molekiiieinheit -gebunden ist, wird diese 
Mciekuleinheit gleichzei-ig mit in das Kohlenhydrat einge- 
fiihrt. Vorzugsweise setzi man dabei eine Verbindung der ro — 
genden allgemeinen Formel I ein: 

HzN-S-SH (I) 

20 worm B eine divalenie organische Molekiiieinheit bedeutet, axe 
sowohl die genannte Aminogruppe als auch die genannte Thioi- 
Gruppe tragt und als - Spacer-Zinheit diem. Man kann auch ein 
Dimeres^cieser Verbindung der allgemeinen Forme! I zur Anwen- 
dung bringen. Am meisten bevorzugt setzt man Cysteamin, insoe- 

25 sondere in Form eines Hydrochlorids , ein. 

Diese aus einem Schritt bestehende Umsetzung ist im nachste- 
henden Reaktionsschema unter Verwendung von Cysteamin eriau- 
. ert . Die Darsiellung anhand der Umsetzung mit Cysteamin 
geschieht iediglich aus Zwecken der einfacheren Darstelibar- 
20 keit und soli keine Beschrankung darstellen. 
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In cier ersien Stufe des erf indungsgem&Ben Verfahrens unc somii 
sowohl in der oben beschriebenen Umsetzung in einem Schritt 
als auch in der Umsetzung in zwei Schritten wire die Carbonyl- 

3 0 Gruppe durch erne Amino-Gruppe reduktiv ammiert . Die Amino- 
Gruppe kann dabei als_ freie Amino-Gruppe oder als eine an eine 
organische Moiefcuieinhei t gebundene Gruppe eingefiihrt werden. 
Im Faile der freien Amino-Gruppe amidiert man diese unier Zin- 
f uhrung einer eine Thiol -Gruppe auf weisenden Gruppe . Diese 

25 Gruppe bzw . Moiekiiieinheit dienz als Spacer-Einhe:: unc :ragt 
eine Thioi-Gruppe , iiber die das erhaltene Kohierxhydrar- 
Kopplungsglied-Konjugat (wird nachstehend erlautert ) an einen 
Trager gekoppelt wird. Diese Spacer-Zinheii dienz sorait ais 
Kopplungsglied des Kohienhydrars an einen Trager. 

40 Mir dem erf indungsgemafien Verfahren wird somit in der ersten 
Stufe eine freie -SH-Gruppe in das Kohlenhydrat. bzw. :r. die 
Kohienhydrateinheit eingefuhrr . 

Kird die erste Stufe des erfindungsgemafien Verfahrens in 2 we i 
Schrirten durchgef iihrz , dann wird die Zinf uhrung emes bas 1 - 
schen Zentrums in das Kohlenhydrat. bzw. in die Kohien- 
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c 



hvd-ateinheit am anomeren Kohlenstof f atom vermieden. Die i» 
ersten Schntt erhaitenen reciuktiv amimerten Kohlenhydrate 
konnen durch Gelchromatographie isoliert werden. 

«*t dem erfindungsgemafien Verfahren kann eine Thioi-Gruppe 
5 nicht nur in "normale" Kohlenhydrate, beispielsweise Mono- 
saccharide, Disaccharide und Oligosaccharide, sondern m all. 
soiche Verbindungen eingefiihrt werden, die eine Kohlenhydrat- 
struktur besitzen. sofern das Kohlenhydrat oder die Kohlen- 
hydratstruktur bzw. -einheit eine freie oder halbacetaliscn 

10 gebundene Aldehydgru PP e besitzt. Diese Aldehydgruppe kann sich 
im ubrigen auch in einer Seitenkette des Kohlenhydrats befxn- 
den. Auch kann diese Aldehydgruppe eingefiihrt sein. beispxels- 
we , S e durch Oxidation. Entscheidend ist lediglich, da* diese 
Aldehydgruppe in der Lage ist, durch die Amino-Gruppe aer axs 

15 Kopplungsglied eingesetzten Verbindung reduktiv aminiert zu 
werden, vobei sich eine -CH2 -NH-Bindung bildet. 

Als Verbindungen fur die Umsetzung in einem Schritt, die als 
Ko.piungsgiied fungieren konnen und sowohl eine Thiol-Gruppe 
als auch eine Amino-Gru PP e tragen, konnen die vielfaltigsten 

,0 Verbindungen eingesetzt werden. Dies hat seine Ursache darin, 
da* die organische Molekuleinheit zwischen der .Amino-Gruppe 
und der Thiol-Gruppe lediglich als Spacereinheit oaer als 
"Abstandseinheit" dient . ZweckmaBigerveise setzt man eme mog- 
^. ichst- inerte Spacereinneit (beispielsweise eine Alkyiengruppe 

25 mit 1 bis 20, insbesondere 2 bis 6 Kohlenstof fatomen ) axn . Dx. 
Spacereinheit kann Jedoch auch eine oder mehrere funktionel.e 
Gruppen tragen, Diese sollten naturlich die bei dem erfm- 
dungsgemaAen Verfahren stattf indenden Reaktionen nicht storen. 

v s im ubrigen auch moglich, ein Dimeres der als Kopplungs- 

30 -lied dienenden Verbindung zur Anwendung zu bring.n. In aiesem 
Fal^ haben die beiden Thiol-Gruppen von zwei derartigen 
Verbindungen eine Disulf idbrucke gebildet, die im AnschluB an 
die reduktive Aminierung aufgespalten wird. 

Die -ste Stufe des erf indungsgemafien Verfahrens fiihrt man 
25 zweckmaBigerweise in einem Losungsmittel durch. in aem aas 

Kohlenhydrat. Ibslich ist. 
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Zs ciarf an ciieser Stelle ciarauf hingewiesen werden, da£ cier 
Ausciruck " Kohienhydrat " sofern er im Rahmen cier aligememen 
Ausfiihrungen in Alleinstellung verwendet wird, nicht nur ein 
"richtiges" Kohlenhycirat , sondern auch die oben naher 
5 erlauterten kohlenhydrathalt igen Strukturen ere. bezeichnez. 

Als Losungsmittel finden zweckmafiigerweise Wasser und Methanol 
sowie Gemische daraus Anwendung . 

Die reduktive Aminierung kann man unter Verwendung von 
Natriumborhydrid und bevorzugt von Natnumcyanborhydrid durch- 
10 fuhren. 

In der zweiten Stufe des erf indungsgemaflen Verfahreas wire das 
in der ersten Stufe erhaitene Kohlenhydrat-Kopplungsglied- 
Konjugat liber die eingefuhrte Thiol-Gruppe, die eine freie 
Thiol-Gruppe ( SH-Gruppe ) oder eine aktivierte Thiolgruppe 

5 (wird weiter unten erlautert ) sein kann, mit einem koppiungs- 
fahigen Trager umgesetzt und dadurch daran gekoppelt . Der 
Trager mufl dabei in der Lage sein, mit der Thiol-Gruppe des 
Kohlenhydrat-Kopplungsglied-Konjugates eine Disuif idbriicke 
oder eine Thioetherbrucke auszubilden, so da£ eine kovalente 

0 3indung gebildet wird. Dies wird in dem . nachf olgenden Schema 
exemplarisch dargesteilt : 
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40 



2/ 



OH 



j/ 




Die Reste Ri - R< i» obigen Schema konnen beiiebiger Natur unci 
fur Kohlenhydrate ubliche Resze sein. 

25 3ie Kopplung von Tragern iiber Thioi-Gruppen unci auch die 

Modifizierung von Tragermoiekiilen , so dafi sie mi- Thioi-Grup- 
oen koBoeln konnen. i«r im iibrigen bekanni. Eine Ubersicn- 
uber derartige Kopplungsreaktionen finder sich beispielsveise 
m Methods in Enzymoipgy, Vol. 91 (Academic Press 1282), 

3C 5ei-en 580 bis 609. 

-n dem obtn gezeigten Schema entsranci durch die Kopplung aus 
d«- Thio-.-GruTipe des Kohlenhydrat-Kopppiungsiieds-Konjugats 
und der Thioi-Gruppe des Tragers erne Disulf idbriicke . -s gior 
nun zahirexche Moglichkeitea , erne derartige Kopplung unter 
25 Ausbiidung einer Disul f idbriicke vorzunehmen. 

Sc isr es beispielsveise mdglich, Trager ait N-Succiainidyl-3- 
f *-Dvr<dvlditaio)propionat ( SPDP ) zu aktivieren. Die aKt:- 
v*.-. V.rbindung wird dann mit einem erf indungsgemaG eraa.t- 
-c- eine Thiol-Gruppe aufweisenden Kohienhydrar-Koppiungs- 
glied-Konjugat umgesetzt- Dies isz im nachstehenden Scnema 
eriauieri : 
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Trager-N-C-CH2 -CH2 -S-S-^ N ^> - KH-NH-CH2 -CK2 -SH 

H 

KH = Kohlenhydrat ( einheit ) 



> Trager-N-C-CH2 -CH2-S-S-CH2 -CH2 -NH-KH + 11 1 

10 H 




N S 



KH = Kohlenhydrat 

15 Die oben beschriebene Aktivierung eines Tragers mit SPDP ist 
im iibrigen in der in den nachstehenden Beispielen angefiihrten 
Lixeraturstelle. von J. Carlsson (1978) naher erlautert. 

Auch ist es mdglich, die Thiol-Gruppe des Kohlenhydrat-Kopp- 
iungsgiied-Konjugats mit 2-Dipyridyl-disulf id oder 4- 
20 Dipyridyl-disulf id zu aktivieren und dann mit einem eine 

Thiol-Gruppe tragenden Trager umzusetzen gemafi dem nachstehen- 
den Schema: 



25 



35 



KH-N-CH2 -CH2 -SH + 
H 



N 



— S-S — 




N 



KH-NH-CH2 -CHz -S-S-<5> 



( 1 ) 



N 



■ N 
H 



{ I ) + HS-Trager 



KH-NH-CH2 -CHs -S-S-Trager + 




N 



40 



Man kann auch einen Trager einsetzen, der eine Maleinimid- 
einheit enthalt bzv. in den eine derartige Einheit eingefuhrt 
worden ist. Bei der Umsetzung mit dem eine Thiol-Gruppe 
enthaltenden Kohlenhydrat-Kopplungsglied-Konjugat findet dabei 
folgende Reak-tion statt, die eine Art Michael-Addition 
darstellt : 
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10 



5 KH-NH-CH2 -CH2 -SH + ji N-Trager 



10 




r KH-NH-CH2-CH2-S 

H 

In diesem Fall wirci somit eine Thioetherbriicke ausgebildet. 

15 Eine Thioetherbriicke bildet sich auch, wenn man das 

erfindungsgemaB erhaitlicbe Kohlenhydrat-Kopplungsglied-Konju- 
gat mit einem Trager umsetzt, der durch die Thioi-Gruppe sub- 
stituiert wird. Das nachf olgende Schema zeigt diesen 
Reaktionstyp anhand eines eine Jodacetylgruppe tragenden 

20 Tragers: 

KH-NH-CH2 -CH2 -5H + I-CH2 -C ( O ) -Trager 
^ KH-NH-CH2-CH2-S-CH2-C(0) -Trager + HI 



Auch die zweite Stufe des erf indungsgemaflen Verfahrens wird 
vorzugsweise in einem Losungsmittel , beispielsweise einer 
25 wafirigen Puf f erlosung , durchgef tihrt . 

Das erf indungsgemafle Verfahren ermoglicht es somit, einerseits 
Kohlenhydrate derart zu modif izieren , dafl sie eine zur Kopp- 
lung fahige Thiol-Gruppe aufweisen, und andererseits em 
derart modif iziertes Kohlenhydrat an Trager zu koppeln. 

30 Bei den Tragern kann es sich beispielsweise urn Proteine 

handeln. Diese Proteine mit einem darauf gekoppelten Kohlen- 
hydrat konnen fiir Immunisierungszwecke eingesetzt werden. 
Dabei werden Antikorper unter anderem gegen die Kohienhydrate 
gebildet, die man gewunschtenf alls isolieren kann. 

35 Die entsprechenden Immunisierungsverf ahren und Verfahren zur 
Gewxnnung und Isolierung von Antikorpern sind ubiicher Natur: 
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Trager, auf die mit Hilfe cies erf indungsgemafien Verfahrens em 
Kohlenhydrat gekoppelt wurde , konnen auch fur die Affinitats- 
chromatographie eingesetzt werden, beispielsweise zur Isolie- 
rung und Reinigung von an Kohlenhydrate bindenden Protemen. 

5 Eine andere Anwendungsmdglichkeit besteht darin, erfindungs- 
gemafi mit einem Kohlenhydrat gekoppelte , markierte Trager zur 
Lokalisierung von Kohlenhydrat-bindenden Molekiilen einzu- 
setzen. So kann man beispielsweise ein erf indungsgemaB erhalt- 
. liches Konjugat mit einem Maleinimid-Biotin-Konjugat koppeln 

10 und auf diese Weise kohlenhydratbindende Proteine mit, Hilfe 
von Avidin-Enzym-Konjugaten detektieren. Diese Biatin-Kon ju- 
gate konnen ferner in der biochemischen Analytik (Lektin- 
Detektion) und in der Patho-biochemie ( Suche von Tumorzeiien 
uber tumorspezif ische Lecthine ) Anwendung finden. Start Biotm 

15 konnen auch andere Marker verwen-det werden. 

Erf indungsgemaB konnen somit Kohlenhydrate an die verschieden- 
sten Proteine und fur die verschicdensten Zwecke gekoppelt 
werden . 

Mit dem erf indungsgemafien Verfahren konnen auch Kohlenhydrat - 
20 ketten in rekombinant hergestellte Protein-Molekiile eingefuhrt 
werden . 

Erf indungsgemaB 1st es auch moglich, eine eine Thiol-Gruppe 
aufweisende und als Koppiungsglied dienende Verbindung in 
Ganglioside einzufiihren und diese so modif izierten Ganglioside 
25 an Tragerpro teine gemaB dem erf indungsgemafien Verfahren zu 
koppeln . 

Beis-Diele 
Beispiel 1 

I . Stuf e 

30 Reduktive Aminierung von Kohlenhydraten mit Cysteamm 
(beschrieben am Beispiel von Neuraminy i-Lactose ) . 

Man lost 2,38 mg Neuraminyl-Lactose-Ammoniumsaiz (3,56 umoi ) , 
64 mg Cysteamin-HCl (571 pmol ) und 9 mg NaCNBHs (144 ymoli in 
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2 ml absolute* Methanol and erhitzt am Riickflufi. Man halt cien 
pH-Wert cier Ldsung wahrend der Reaktion bei 4 bis 5, wobei man 
den pH-Wert erf orderlichenf alls mit 100%-iger Essigsaure 
(Kontrolle .it Indikatorpapier I ernsteilt. Nach 1,5 h gibt man 
5 weitere 7 mg NaCNBHa (112 umol) in 0,5 ml Methanol gelost zu. 
Nach 4 h engt man den Ansatz im Rotationsverdamper im Vakuum 
-ur Trockne ein. 

Das so erhaltene Neuraminyl-Lactose-Cysteamin-Konjugat reinigt 
man anschliefiend mittels Kieselgelchromatographie . Dazu 

i 0 suspendiert man Kieselgel 60 im Laufmittel 1 (Chloroform : 

Methanol : Wasser = 25:20:4 ml) und fullt es in eine Glassaule 
ait Glasfritte ( Durchmesser 0,8 cm) bis zu einer Gelhohe von 
ca. 18 cm. Den zur Trockne eingedampf ten Reaktionsansatz lost 
man in 0,2 mi Wasser und gibt ihn auf die Saule. Man eluiert 

15 die" Saule mit .Laufmittel 1 und sammelt Fraktionen zu 1 ml . Die 
erhaltenen Fraktionen untersucht man dxinnschicht- 
chromatographisch (DC-System - DC-Platten: Kieselgel SO-HPTLC; 
Laufmittel: 32X-ige Ammoniaklosung : Ethanoi = 40:60). Die DC- 
Detektion fiihrt man durch, indem man die DC-Platten nach aer 
20 Chromatographie zunachst mit einem thiolspezif ischen Detek- 
tionsmittel bespriiht (8 mg Ellmans-Reagens/10 ml 0 , 1 mol/1 
Natriumphosphatpuffer, pH 8 ) , danach kurz erhitzt und 
anschlieflend mit Resorcinol-Losung bespruht . 

Als e-rste Fraktion eluiert man Cysteamin, dann 
25 Natriumcyanborhydrid und schlieBlich nicht umgesetzte Neura- 
mmvl-Lactose. Sobald man diese Komponenten dunnschicnt- 
chromatographisch im Eluat nicht mehr nachweisen kann (nach 
einem Elut ionsvolumen von ca. 20 ml), stellt man auf Laui- 
mxttel 2 (32%-ige Ammoniaklosung : Methanol = 40:60) urn una 
30 eluiert die Saule damit . Unter diesen Elut ionsbedingungen 

eiuie-t man reines Neuraminyl-Lactose-Cysteamin-Konjugat von 
der Saule. Man vereint die betreffenden Fraktionen und engt 
mit Hilfe eines Rotat ionsverdampf ers im Vakuum ein. Den Ruck- 
stand lost man zur Abtrennung storender lonen in 1 ml 0,1 
35 mol/1 Natriumphosphatpuffer, pH 8, und versetzt mit etvas 

Dithiothreit (urn die Cysteaminkon jugate im reduzierten ZustanC 
-u erhalten). Anschliefiend eluiert man mit Wasser uber erne 
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Sephadex G-10 Saule ( Durchmesser : 1 cm; Lange : IS cm). Die 
Fraktionen untersucht man ebenfalls ciunnschichtchro- 
matographisch ( DC-System wie oben beschrieben) und vereint die 
entsprechenden Fraktionen und lyophiiisiert . 

5 Zur Ausbeutebestimmung quantif iziert man das Lyophilisat, 
indem man mit Hilfe des Resorcinol-Tests die Anzahl von 
Sialinsaure und mit Hilfe von Ellmans-Reagens die Anzahl von 
Thiol-Gruppen bestimmt. Es ergibt sich ein Wert von 1,53 jimol 
fur Sialinsaure und 1,45 pmol fur Thiol; Gesamtausbeute 40% 
10 bezogen auf Thiol. 

2 . . Stuf e 

Kopplung des in der ersten Stufe erhaltenen Kohlenhydrat- 
Cysteamin-Konjugats an Trager (dargestellt am Beispiel von 
Neuraminyllactose-Cysteamin und bovinem Serumalbumin 1 . 

15 Man setzt bovines Serumalbumin ( BSA ) mit SPDP (J. Carlsson et 
al. (1978) Biochem. J. 173 . 723 - 737; Protein Thiolation and 
Reversible Protein-Protein Conjugation, N-Succinimidyl 3-(2- 
Pyridyldithio ) propionate, a new heterobiof unct ional reagent; 
SPDP) urn, so daB em 20 SPDP-Molekiile an 1 BSA-Molekiil gebun- 

20 den werden. 

Zur Kopplung des Kohlenhydrat-Cysteamin-Kon jugats an BSA ver- 
fahrt man wie folgt: man lost 0,43 mg Neuraminyl-Lactose- 
Cysteamin-Konjugat und 1 mg BSA-SPDP in 0,7 ml Puffer (0,1 
raol/1 Phosphatpuf fer ; pH 7,5; enthalt 0,1 mol/1 NaCl ; moiares 

25 Verhaltnis von Neuraminyi-Lactose-Cysteamin-Kon jugat zu BSA = 
40:1) und inkubiert 18 h bei 37* C. Danach gibt man den 
Reaktionsansatz auf eine Sephadex G-100 Saule (2 cm x 17 cm) 
und eluiert mit Wasser. Man sammelt Fraktionen von 1 ml. Die 
Elution verfolgt man dunnschichtchromatographisch und iiber die 

30 Extinktion bei 280 run. Man eluiert das Kohlenhydrat-Cys t eamin- 
3SA-Konjugat im AusschluBvoiumen der Saule, gut abgetrennt vom 
restlichen nicht umgesetzten Kohlenhydrat-Cysteamm-Kon jugat , 
das man fur eine weitere Kopplung je nach Bedarf verwenden 
kann . 
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Das Produkt wurde anschliefiend hinsichtlich cies molaren 
Verhaltnisses von Sialinsaure zu Albumin mit Hilfe des Resor- 
cinol-Tests bzw. durch Messung der Absorption bei 280 nm 
;uater Berucksichtigung von nicht umgesetzten SPDP-Gruppen i 
5 analvsiert. Es ergab sich ein Wen von 16 Sialinsaure-Resten 
pro BSA-Molekiil sowie von 4 am BSA-Molekiil noch verbleibenden , 
r.icht umgesetzten SPDP-Gruppen. 

Gemafl dem oben beschriebenen Beispiel ist es auch moglich, 
Lactose an den Trager zu koppeln. Dabei setzt man 10 mg 

10 Lactose ( entspricht 27,8 uMol ) , 142 mg Cysteamin ( entspricht 
1270 uMol), 10 mg NaCNBHa (entspricht 160 uMol) ein. Man 
arbeitet dabei in 3 ml H 2 0 bei P H ca. 5. Man erhitzt dabei^ h 
bis ca. 80 *C am Ruckflufi, wobei man den pH-Wert bei 4 bis o 
halt. Die Aufarbeitung erfolgt wie bei der in der zveiten 

15 Stufeim obigen Beispiel beschriebenen Aufarbeitung der Neura- 
minyllactose. Die Ausbeute betragt ca. 50 S. Die Kopplung an 
den Trager erfolgt dann wie oben fur Neuraminyl-Lactose 
beschrieben. 

Beispiel 2 

Reduktive Aminierung von Kohlenhydraten mit Cysteamin erlau- 
tert am Beispiel von N-Acetyi-Neuraminyllactose : 

Man lost 2 , 4 mg N-Ac'etyl-Neuraminyllactose (3,7 uMol ) , 64 mg 
Cysteamin-HCi (571 uMol) and 9 mg NaCNBH 3 (140 uMol ) in 3 ml . 
absolutem Ethanol und erhitzt am Riickf luBkiihler auf 70 C. Der 
oH-Wert der Ldsung betragt etwa 5 (Kontrolle mit Indikator- 
papier). Nach 2,5 h engt man die Reaktionslosung im Rotatxons- 
verdampfer unter Vakuum ein und lost den Ruckstand in 2 ml 
Wasser. Man gibt etwas DTT zur Losung. urn die Sulf hydryl-Grup- 
pen in der reduzierten Form zu halten. Die Losung gxbt man 
anschlieaend uber eine mit 0,02 M Na: C03 , pH 11. aquiiibrxerte 
Sephadex G-10-Saule (2 cm x 20 cm), um das uberschussige 
Cvsteamin abzutrennen. Man sammelt Fraktionen von 2 ml, axe 
einer Diinnschichtchromatographie im Lauf mittelsystem . 
(CHC1 3 :CH 3 0H:H2 0 = 60:40:9 ml) unterworfen werden und mat 
•_-^e des Resorcinol-Spriihreagenz auf N-Acetyl-Neuramxnyx- 
lactosyl-Cysteamin « NLC ) gepruft wxrd. Unter diesen Becxngun- 
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gen ist NLC ais lila Fleck am Starr sichtbar, wahrend die 
Ausgangsverbinciung , d . h . N-Acetyl-Neuraminyllactose , etwa 
einen Rf-Wert von 0,5 besitzt. Man priift die Fraktionen 
anschliefiend roit Hilfe des Ninhydr in-Reagenz auf unreagiertes 
5 Cysteamin, das mit einem violetten Fleck bei einem Rf-Wert von 
0,1 sichtbar wird. 

Man vereint die NLOhaltigen Fraktionen, steilt den pH-Wert 
mir NaH2 P04 auf ca, 7,5 ein und konzentriert in einem Rota- 
tionsverdampf er bei maximal 30' C auf etwa 4 ml* Die Gesamt- 
10 raenge an NLC bestimmt man mittels Ellmans Reagens (Ausbeute 
60%). Die Ldsung kann in dieser Form zur Kupplung an einen 
geeigneten Trager verwendet werden, wie dies im Beispiel 1 
beschrieben ist. 

Beispiel 3 

15 Reduktive Aminierung von Kohlenhydraten mit einer Quelle fur 
Ammoniumionen und anschliefiende Amidierung mit N-succinimidyi 
3-( 2-pyridyldithio Ipropionat ( SPDP ) , erlautert am Beispiel von 
Monosialogangliotetraose , der Kohlenhydratstruktur von 
Gangliosid GM1 ( erhalten durch Ozonolyse von GM1 ; Schwarzmann 

20 ez ai. Methods of Enzymol . 1987, 138, S. 319 - 314). 

Man lost 1 mg Monosialogangliotetraose (1 y.1 ) , 56 mg Ammo- 
niuoacetat (727 umol ) und 10 mg NaCNBH3 (156 umol ) in 3 ml 
absolurem Methanol und erhitzr am Ruckf luflkiihler auf 70* C. 
Der pH-Wert der Losung betragt etwa 5 ( Kontrolle mit Indika- 
25 Lorpapier). Nach 2h steilt man die Reakt ionslosung mit einer 
0,1 ml NaOH-Losung auf einen pH-Wert von 11 ein, engt im 
Vakuum ein und lost den Riickstand in 2 ml Wasser. Man gibt die 
Losung anschlieBend uber eine mit 0,02 M Naa CO3 , pH 11, aquli- 
brierte Sephadex G-10 Saule (2 cm x 20 cm) und sammelt Frak- 
30 :ionen von 2 ml. Diese unterwirft man einer Dunnschicht- 

chromatographie im Lauf mi ttelsystem 1 (man vergleiche Beispiel 
2) und priift mit Hilfe des Resorcinol-Spruhreagenz auf 1- 
Desoxy-l -amino-monosialogangliotetraose . Unter diesen Bedin- 
gungen ist das Reakt ionsprodukt als lila Fleck am Start sicht- 
35 bar, wahrend die Ausgangsverbindungen , Monosialoganglio- 
tetraose, etwa einen Rf-Wert von ca. 0,4 besitzen. Die Frak- 
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tionen priift man anschiieBend mit Eilfe des Ninhydr in-Reagenz 
auf noch vorhandenes Ammoniumacetat r das mit einem violetten 
Fieck bei einem 'Rf-Wert von ca. 0,1 sichtbar wird. 

Man veremt die i -Desoxy-i - amino -mo nosialoganglio tetraose- 
5 haltigen Fraktionen, sieiit mit NaH2 PO4 auf einen pK-Wert von 
ca* 7,5 ein und konzentriert mittels eines Rotations- 
verdampfers bei maximal 30" C auf etwa 2 mi . Zu dieser Ldsung 
gibt man SPDP (in Ethanol gelost) im zweifach moiaren Uber- 
schuB zu und laBt das Reaktionsgemisch i h bei Raumtemperatur 
10 stehen. Dann verseizt man mit etwas DTT und unterzieht die 
Losung wiederum einer Gelf iltrat ion an Sephadex G— £0 (siehe 
oben ) . Man sammelt Fraktionen von 2 ml und untersucht mittels 
Diinnschichtchromatographi im Lauf mirtelsys tern 1 und Resorci- 
r.oi-Reagenz auf das Reaktionsprodukt , das einen Rf-Werr von 
15 ca. 0,2 besitzt. Man vereint die entsprechenden Fraktionen und 
engt mit Hilfe eines Rotat ionsverdampf ers bei maximal 30* C 
auf exn Volumen von ca, 2 ml ein. Die Losung kann in dieser 
Form zur Kopplung an einen geeigneten Trager verwendet werden. 

Beispiel 4 

20 Kopplung von Kohlehydrat-Cysteamin-Konjugaten an Proteine, 
erlautert am Beispiel von Neuraminyllactose-Cysteamin und 
Bovinem Serumalbumirr 

Bovinus Serumalbumin ( BSA ) wurde auf per se bekannte Weise mit 
SPDP versetzt, so da£ etwa 12 Pyridyldisulf idgruppen an 1 BSA- 

25 Molekul gebunden wurden. Die Kopplung des Kohlehydrat- 

Cysteamin-Konjugats erfolgt in einem 0,1 moiaren Phosphat- 
puffer, pH 7,5 0,1 NaCl , im moiaren Vernal tnis von 1,25 : 1 
(Neuraminyllactose-Cysteamin : Pyridyldisulf idgruppen ) . Die 
Menge der bei der Reaktion f re igesetzten Pyr idylthionmoiekiile 

30 1st Equivalent der Menge an gekoppeltem Kohlenhydrat- 

Cysteamin-Konjugat, so daB der Reakt ionsverlauf durch Beobach- 
tung des Absorpt ionsverlauf es bei 343 nra mitverfolgt werden 
kann (erfolgt in Aliquoten). Nach etwa 4 h entspricht die 
Absorption bei 343 nm der Gesamtmenge an theoretisch freisetz- 

35 baren Pyr idylthionmolekulen le = 8,08 -x 10 3 M" 1 x cm' 1 ). Der 
Reaktionsansatz wird uber eine Sephadex G-75 Saule ( 1 cm x 20 
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cm, im Reakt ionspuf f er aquil ibrierr ) in Neoglycoprotein unci 
niederraolekuiare Bestandte ile aufgetrennt. Man veremigt die 
proteinhalt igen Fraktionen und analysiert das erhaltene 
Neoglycoprotein. 3ei der Quant i fizierung von Neuraminsaure 
3 (mittels Resorc inoassay j una Protein (mittels Pierce BCA- 
Assay) ergibt sich ein Wert von 12 Neuraminsauren je BSA- 
Molekul. Somit sind alle vorhandenen Pyridyldisulf id-gruppen 
umgesetzt. Die hier beschriebene Kopplung ist anhand des nach 
stehend gezeigten Reakt ionsschemas naher erlautert. 
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PATENT ANSPRUCHE 

Verfahren :um Koppeln von Kohienhydraten ocier von Verbin- 

dungen, die eine Kohlenhydratemheit enthalten, an 

Trager. ins besondere Proteme, 

ciadurcn gekennzeichnet, 

da£ man 

em Kohienhydrat, das uber erne freie oaer halbacetaiisch 
gebundene Aldehydgruppe verfiigt, oder eine Verbindung, 
deren Kohlenhydrateinheit eine derartige Aldehydgruppe 
besitzt , einsetzt, 

a) in einer ersten Stufe diese . Aldehydgruppe reduktiv 
aminiert und das Kohienhydrat oder die Kohlenhydratem- 
heit uber die dabei eingefiihrte Ammogruppe an ein e:ne 
Thiol-Gruppe tragendes, organisches Kopplungsgl ied bm- 
aet , wobei em Kohl enhydrat -Koppi ung sgl ied-Kon jugat 
gebildet wird, und 

b) in einer zweiten Stufe dieses so gebiidete Konjugat 
mit einem kopplungsf ahigen Trager derart zur Reaktion 
bringt, da0 das Konjugat uber seine Thiol-Gruppe unter 
Ausbildung einer Disulf idbrucke oder einer Thioether- 
briicke kovalent an den Trager gebunden wire. 
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2. Verfahren nach Anspruch 1. 

aaaurcr. geke'nnzeichne-. 

da£ man in cer ersten Stufe a J die Alden ydgruppe 

a! ! mi: einer Quelle fur Amnion i umi one n in c:e 
5 -CH2 -1VH2 -Gruppe 

uberfuhrt una dann die erhaitene -CHz -NHz -Gruppe zu einer 
eine Thiol-Gruppe tragenden Gruppe der foigenden Formei: 
- CEz - NH - C f 0 ) - CH2 - Alki - ?h - Alk2 - SH 

worm 

i: Aiki una Alk2 unabhangig voneinander fiir eine direkte 

Bindung oder fiir eine gerade oder verzweigte Alkylen- 
Gruppe mit 1 bis 20 C-Atomen. insbeondere 1 bis 6 
C-Atomen r stehen, wobei die Summe der C-Aiome in den 
Alkylen-Grupppe < 20 1st una die Alkylen-Gruppen 
15 unabhangig voneinanaer durch Halogen una -N"02 mono- oaer 

poiysuDstituiert sein konnen, 

Ph fiir eine direkre Bindung oder ein Phenylen-Gruppe 
. steht. wobei die Phenylen-Gruppe durch Halogen, -NOz oaer 
eme Ci -Cs Alkyi-Gruppe mono- oder polysubstituien sein 
20 kann, amidiert oder 

a2 ] mit einer Verbindung der allgemeinen Formei Z: 

H2 N - B - SH I I 2 

worin 3 eine divaiente organische Molkiiie mhe it bedeutei, 
die ais Spacereinhez t dienr . oder einem Dimeren dieser 
23 ^ Verbindung, umsetzt. 

3. Verfanren nach Anspruch 2, 

dadurch gekennze ichne z , 

da£ man eine Verbindung der allgemeinen Formei I ein- 
setzt, worin 3 eine gerade oder verzweigte Alkyien-Gruppe 
2C mit 1 bis 20 C-Atomen bedeutei oder fiir foigenae aiige- 

meine Formei steht: 

- Alk3 - X - Alk4 - 

35 worin 

X fur eine Phenylen-Gruppe, -N'H-MH- , -5-5- , -C(G)-0-, 
-C(0>-N-, -5(0)-. -S(0)z-, -C(OH, H)- - oder -CCNH2.K*- 
steht . 
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Aik3 unci Aik4 unabhangig voneinancier fur eine gerade ode 
verzweigte Alkylen-Gruppe mi t 1 bis 20 C-Atomen, msbe- 
sondere 1 bis 6 C-Atomen, stehen, wobei die Summe der 
C -A tome m den Alkylen-Gruppen < 20 ist, una 
5 Alk3 und.Alk-i unabhangig voneinanaer auch fur eine 

cirekie Bindung stehen kdnnen. falls X fur eine Phenylen- 

Gruppe steh:. 

4. V'erf ahren nach Anspruch 2 , 

dadurch gekennzeichnet, 
10 daB man als Verbindung der allgemeinen Formel I 

Cysteamin, insoesondere in Form seines Hydrochlor ids T 
einseizt . 

5. Verf ahren nach Anspruch 2, 

dadurch gekennzeichnet, 
15 daB man als Quelle fur Amraon i umio nen ein Ammo ni urns alz 

oder Ammoniak einsetzt und daB man die Amidierung rait 
- Hilfe von N-Succinimidyl-3- ( 2-pyridyldi thio jpropionat 
{ SPDP ) durchfiihrt. und so die Carbonylgruppe in eine 
-CH2 -NH-C( O )-< CH2 >2-SH-Gruppe uberfuhrt. 

20 5. Verf ahren nach einem der Ansprviche 1 bis c, 
dadurch gekennzeichnet* 

daB man die reduktive Aminierung in Stufe a/ in Gegenwart 
von Natriumcyanborhydrid ( NaCNBH3 ) durchfiihrt. 

Verfahren nach exnera der Anspriiche 1 bis 5, 

Zz dadurch gekennzeichnet, 

daB man in der Stufe b) einen Trager einsetzt, der 
ii mindestens eine Thiol- oder Di sui f id-Gruppe tragt oder 
in den mindestens eine derartige Gruppe zuvor eingefiihrt 
worden is:, so daB die Thioi-Gruppe des Konjugats :usam- 

30 men mit der Thiol- oder Disul f ic-Gruppe des Tragers eine 

Disuif idbriicke bildet, 

ii) eine Male inimidei nhe it enthalt und mit der Thioi- 
Gruppe des Konjugats in einer Art Micnaeiaddi t ion eine 
Thioetherbrucke biidete, oder 
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—} erne funktionelle Gruppe . msbesonaere eine lodace- 
tyigruppe, tragt, die durch die Thiolgruppe aes Konjugats 
unter Bildung einer Thioethergruppe substituiert wird, 
wodurch das Konjugat kovalent an den Trager gekoppelt 
wird . 

Verfahren nach Ansprucn 7, 

dadurch ge kennzeichnet, 

dafl man in Schritt i) entveder den Trager mit N-Succin- 
imidyl-3-{2-pyridyldithio)propionat ( SPDP ) aktiviert una 
dann mit dem eine Thiol-Gruppe zragenden Konjugat umsetzt 
oder 

daB man das eine Thioi-Gruppe tragenae Konjugat mi: 2- 
loder 4- ) Dipyr idyl -disul f id aktiviert und dann mit aem 
.eine Thiol-Gruppe tragenden Trager umsetzt. 

Verfahren zum Einfiihren eines eine Thioi-Gruppe tragenden 
Kopplungsgliedes in Kohlenhydrate oder in eine Kohlen- 
hydrateinheit enthaltende Verbindungen unter Bildung 
eines Kohlenhydrat-Koppungsglied-Konjugates 
dadurch gekennzeichnet, 

dai3 man ein Kohlenhydrat , das liber eine freie oder halb- 
acetalisch gebundene Aldehydgruppe verfiigt, oder eine 
Verbindung, deren Kohlenhydrateinheit eine derartige 
Aldehydgruppe besitzt, einsetzt und diese Aldehydgruppe 
g<emaJ3 einem der Anspruche 1 bis 6 reduktiv aminiert und 
das Kohlenhydrat oder die Kohlenhydrateinheit uber die 
dabei eingefuhrte Aminogruppe an eir. eine Thiol-Gruppe 
tragendes, organisches Kopplungsglied binder. 
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* Sesondere Kategorien von angegebenen Verb'flentlichungen : 
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deflniert, a bar nicht als besonders bedeutsam anzuaehen ist 
'E* altera* Ookument, das jedocn erst am Oder nach dam interna- 

tionalen Anmeldadatum veroffentlicht warden 1st 

*L* Veroffentliehung, die geeignat ist, einen Prioritf fc**n«pruch 
zweifelhaft orach ai nan zu laasen, odar duren dia daa Veriif- 
fentllchungadatum einar anderen im Recharchenbaricht ge- 
nanntan Veroffentliehung balagt warden soil Oder die aua ain- 
em anderen beaonderen Grund angegeben ist (wie auegefQhrt) 

*O m Veroffentliehung, die sich auf eine mundliche Offenbarung, 
eine Benutzung, eine Ausstellung Oder and ere MaSnahman 
beziaht 

*?' VertSffentllchung, die vor dem internationalen Anmeldeda- 

tum, aber nach dem beanspruchten Prioritatadatum varoffent- 
licht worden ist 



•T* Spitere Veroffentliehung, die nach dem internationalen An- 
meldadatum odar dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden 
ist und mit der Anmeldung nicht koilidiert, sondern nur zum 
Veratindnis das der Erfindung zugrundeliegenden Prinzips 
odar der ihr zugrundeliegenden Theorie angegeben iat 

-X* Veriiffentllchung von besonderer Beoautung, die beanapruch- 
te Erfindung kann nicht als neu Oder auf erfinderiacher Talig- 
keit baruhend betrachtet warden 

*Y* Veroffentliehung von beaonderer Bedeutung, die beanspruch- 
te Erfindung kann nicht als auf erfinderiacher TStfgkeit be- 
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einer oder mehreren anderen Veroffentlichungen dieser Kate- 
gorie in Verbindung gebracht wird und diase Verbindung fur 
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